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Das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae ist ein humanspezifisches 
Pathogen des oberen Respirationstraktes. Der opportunistische Krankheitserreger kann 
jedoch mehrere Organe befallen und tiefer in den Körper vordringen, was zu lokalen 
Entzündungen wie Sinusitis und Otitis media oder zu lebensbedrohlichen Infektionen wie 
Pneumonie, Meningitis oder Sepsis führen kann. Für das Bakterium S. pneumoniae wurden 
bisher kaum Metabolom-Daten erhoben. Daher war das Ziel dieser Dissertation eine 
umfassende Charakterisierung des Metaboloms von S. pneumoniae. In dieser Dissertation 
wurden als analytische Methoden die Gaschromatografie (GC) und 
Flüssigkeitschromatografie (LC) jeweils gekoppelt mit Massenspektrometrie (MS) sowie die 
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) verwendet, um die Metaboliten zu analysieren. Es 
sind mehrere Analysetechniken erforderlich, um den Großteil des Metaboloms mit seinen 
chemisch verschiedenen Metaboliten zu erfassen. Artikel I fasst die Literatur zu 
Untersuchungen des Metabolismus von S. pneumoniae in den letzten Jahren zusammen. 
Um eine Momentaufnahme des biologischen Systems zum jeweiligen Zeitpunkt zu erhalten, 
ist neben dem reproduzierbaren Wachstum während der Kultivierung auch die exakte 
Probenahme zu beachten. Aus diesem Grund wurde in dieser Dissertation ein 
Probenahmeprotokoll für das Endometabolom von S. pneumoniae etabliert (Artikel II). 
Mithilfe des optimierten Protokolls wurde eine umfassende Metabolomanalyse in einem 
chemisch definierten Medium durchgeführt (Artikel II). Um S. pneumoniae in einer 
Umgebung ähnlich der im Wirt zu untersuchen, wurde in einem modifizierten 
Zellkulturmedium kultiviert. Intermediate zentraler Stoffwechselwege von S. pneumoniae 
wurden analysiert. Das intrazelluläre Stoffwechselprofil wies auf einen hohen glykolytischen 
Flux hin und bot Einblicke in den Peptidoglykan-Stoffwechsel. Darüber hinaus 
widerspiegelten die Ergebnisse die biochemische Abhängigkeit von S. pneumoniae von aus 
dem Wirt stammenden Nährstoffen. Ein umfassendes Verständnis der Stoffwechselwege 
von Pathogenen ist wichtig, um Erkenntnisse über die Anpassungsstrategien während einer 
Infektion zu gewinnen und so neue Angriffspunkte für Wirkstoffe zu identifizieren.  
Die zunehmende Verbreitung von resistenten S. pneumoniae-Stämmen zwingt zur Suche 
nach neuen antibiotisch wirksamen Substanzen. Im Zuge dessen wurde in Artikel III die 
metabolische Reaktion von S. pneumoniae während des Wachstums unter dem Einfluss 
antibakterieller Substanzen mit dem Ziel der Identifizierung metabolischer 
Anpassungsprozesse untersucht. Dabei wurden Antibiotika mit unterschiedlichen 
Wirkmechanismen verwendet, wie die Beeinflussung der Zellwandbiosynthese (Cefotaxim, 




(Moxifloxacin). Es konnten keine Wirkmechanismus-spezifischen Marker-Metaboliten 
identifiziert werden. Jedes Antibiotikum verursachte weitreichende Veränderungen im 
gesamten Metabolom von S. pneumoniae. Die Nukleotid- und Zellwandsynthese waren am 
stärksten betroffen. Besonders vielversprechend sind Antibiotika mit zwei Wirkorten wie 
Teixobactin-Arg10 und Kombinationen aus zwei Antibiotika. In dieser Dissertation wurde das 
erste Mal das synthetisch hergestellte Teixobactin-Arg10 mittels einer der modernen 
OMICS-Techniken untersucht. Die vorliegende umfassende Metabolom-Studie bietet 
wertvolle Erkenntnisse für Forscher, die an der Identifizierung neuer antibakterieller 
Substanzen arbeiten. 
Insgesamt tragen die Ergebnisse der Dissertation zu einem besseren Verständnis der 







The Gram-positive bacterium Streptococcus pneumoniae is a human-specific pathogen of 
the upper respiratory tract. The opportunistic pathogen can infect multiple organs and 
penetrate deeper into the body, leading to local inflammation such as sinusitis and otitis 
media. Life-threatening infections such as pneumonia, meningitis or sepsis are possible. 
S. pneumoniae is poorly understood on the metabolome level. Therefore, the aim of this 
thesis was a comprehensive characterization of the metabolome of S. pneumoniae. Within 
the present thesis, gas chromatography (GC) and liquid chromatography (LC) coupled with 
mass spectrometry (MS) as well as nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) were 
used to analyze the metabolome of S. pneumoniae, since there are several bioanalytical 
approaches are necessary to investigate the metabolome and its chemically different 
metabolites. Within this context Article I summarize the known metabolome studies of 
S. pneumoniae. 
The basis metabolome of S. pneumoniae was elucidated using the aforementioned 
techniques. Here especially the reproducible growth during the cultivation and the sampling 
procedure must be developed and optimized. A sampling protocol for the endometabolome 
of S. pneumoniae was established in this study (Article II). Using this optimized protocol, a 
comprehensive metabolome analysis was performed in the chemically defined medium. To 
study the metabolome of S. pneumoniae in an artificial but close to the environmental 
conditions medium a modified cell culture medium was used. Intermediates of the central 
metabolic pathways of S. pneumoniae were analyzed. The intracellular metabolic profile 
indicates a high glycolytic flux and provided insight into the peptidoglycan metabolism. In 
addition, the results reflect the biochemical dependence of S. pneumoniae on host-derived 
nutrients. A comprehensive understanding of the metabolic pathways of pathogens is 
important to gain insights into adaptation strategies during infection to identify new drug 
targets. The presented study is the first comprehensive approach of S. pneumoniae. 
The increasing prevalence of S. pneumoniae strains resistant to commonly used antibiotics 
is forcing the search for new antimicrobial active substances. The metabolic response of 
S. pneumoniae during growth under the influence of antibacterial substances was 
investigated aiming to identify metabolic adaptation processes (Article III). Antibiotics with 
different mechanisms of action were used. Here compounds interfering with cell wall 
biosynthesis (cefotaxime, teixobactin-Arg10), protein biosynthesis (azithromycin) and 
nucleotide synthesis (moxifloxacin) and in combination (cefotaxime + azithromycin) were 
used. Each antibiotic compound resulted in extensive changes in the entire metabolome of 




Nucleotide and cell wall synthesis were the most affected pathways. Particularly promising 
are antibiotics with two sites of action such as Teixobactin-Arg10 and the combination of two 
antibiotics. In this dissertation, Teixobactin-Arg10 was investigated for the first time using 
metabolomics approach. The presented comprehensive metabolome study provides valuable 
insights for researchers working on the identification of new antibacterial agents. 
Overall, the results of the present dissertation contribute to a better understanding of 








Entsprechend der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist das pathogene Bakterium 
Streptococcus pneumoniae (auch Pneumokokken genannt) der vierthäufigste Erreger bei 
mikrobiell-bedingten Erkrankungen und der häufigste Erreger einer bakteriellen Pneumonie 
und Meningitis [1, 2]. Pneumokokken können asymptomatisch das Nasopharynx besiedeln 
und milde Infektionen wie Otitis media, Sinusitis und Bronchitis sowie lebensbedrohliche, 
invasive Infektionen wie Sepsis und Meningitis verursachen [3–5]. Die Übertragung von 
Pneumokokken erfolgt von Mensch zu Mensch durch Tröpfcheninfektion. Besonders 
gefährdet sind Säuglinge, Kleinkinder, Ältere und immundefiziente Patienten. Der Nasen-
Rachen-Raum von Säuglingen wird im ersten Lebensjahr asymptomatisch besiedelt [3]. 
Weltweit sterben allerdings rund 1 Millionen Kinder jährlich im Alter unter 5 Jahren an einer 
Pneumonie [6–8]. Die WHO schätzt, dass jährlich 1,6 Millionen Menschen an einer 
Pneumokokken-Infektion erkranken [9]. Eine invasive Infektion mit Pneumokokken kann zu 
einer hohen Morbidität und Mortalität sowie zu dadurch verursachten sozioökonomischen 
Kosten führen. Auf Grund dieser Faktoren ist es wichtig, die Mechanismen einer 
Pneumokokken-Infektion besser zu verstehen.  
Taxonomisch wird S. pneumoniae als Gram-positives Bakterium eingestuft, dass zum 
Phylum Firmicutes, der Klasse Bacilli, der Ordnung Lactobacillales, der Familie 
Streptococcaceae, der Gattung Streptococcus und der Spezies Pneumoniae gehört [10]. 
Pneumokokken sind kleine Kokken (1 µm), die oval oder lanzettförmig erscheinen und 
typischerweise als Diplokokken mit einer Kapsel angeordnet sind. Bisher sind 98 
verschiedene Kapsel-Serotypen identifiziert [11]. Die Kapsel ist ein wichtiger Virulenzfaktor 
für die Besiedlung und Pathogenität [12]. Ein typisches Merkmal der Pneumokokken ist die 
Bildung einer α-Hämolyse auf Blutagarplatten. Die Erythrozyten auf der Blutagarplatte 
bleiben intakt. Jedoch wird das Eisenatom im Hämoglobin durch Wasserstoffperoxid oxidiert, 
das durch Pneumokokken ausgeschieden wird. Durch diese Hämolyse wird die von 
Pneumokokken bedeckte Blutagarplatte grünlich gefärbt [13].  
Eine Herausforderung in der Behandlung einer Infektion mit Pneumokokken ist deren 
steigende Zahl von Antibiotikaresistenzen durch die fehlerhafte Verwendung von 
Medikamenten. Der erste multiresistente Stamm (Serotyp 19A) wurde in den 1970er Jahren 
entdeckt [14]. Heutzutage sind bis zu 30 % der Stämme als multiresistent definiert [15, 16]. 
Eine Pneumonie wird mit β-Lactam-, Makrolidantibiotika, Tetracyclinen und Fluorchinolonen 




Azithromycin [17]. In den letzten Jahren werden immer mehr Pneumokokken-Stämme 
entdeckt, die resistent gegen diese klinisch angewendeten Antibiotika sind, u.a. gegen 
β-Lactam- und Makrolidantibiotika [18]. Diese Resistenzen behindern die Behandlung solch 
lebensbedrohlicher Infektionen dramatisch. Zusätzlich können gefährliche Nebenwirkungen 
dazu führen, dass der Einsatz ganzer Antibiotikaklassen stark eingeschränkt werden muss, 
wie aktuell von der European Medicines Agency (EMA) für Fluorchinolone geprüft wird. Die 
Nachfrage nach neuen antimikrobiellen Substanzen ist daher dringend. Für eine weitere 
erfolgreiche medikamentöse Behandlung gegen Pneumokokken sind neue 
Forschungsansätze wichtig. Außerdem müssen grundlegende Prozesse sowie 
Anpassungsmechanismen im bakteriellen Stoffwechsel näher untersucht werden. Hierfür 
werden aktuell die OMICS-Technologien verwendet. Es wurden mehrere Transkriptom- und 
Proteomstudien durchgeführt, um die Bedeutung von Antibiotika im Hinblick auf die 
Pneumokokken-Physiologie zu untersuchen [19–26]. Bisher gab es keine umfassende und 
vergleichbare Metabolom-Studie, um die Auswirkungen verschiedener Antibiotika auf das 
Metabolom von S. pneumoniae zu analysieren. 
 
Metabolomics 
Oliver Fiehn prägte 2001 den Fachbegriff Metabolomics. Damit bezeichnete er die qualitative 
und quantitative Analyse von biochemischen Prozessen in Organismen [27]. Drei Jahre 
davor wurde der Begriff Metabolom eingeführt, welches die Gesamtheit der Metaboliten 
bezeichnet [28, 29]. Metaboliten sind kleine organische Moleküle (<1500 g/mol), die für die 
Zellfunktion, deren Erhaltung und das Zellwachstum notwendig sind [30]. Das Metabolom ist 
sehr dynamisch. Der lebende Organismus und somit die Metaboliten reagieren empfindlich 
auf unterschiedliche und sich verändernde Umweltbedingungen. Das Metabolom von 
Bakterien unterteilt sich in das Exo- und Endometabolom. Unter dem Begriff Exometabolom 
werden die Stoffwechselprodukte zusammengefasst, die sich außerhalb der Zelle befinden 
und somit von der Zelle aufgenommen bzw. sekretiert werden. Die qualitative Analyse des 
Exometaboloms heißt „metabolic footprinting“ [31]. Intrazelluläre Metaboliten sind Bestandteil 
des Endometaboloms [32], dessen Analyse auch „metabolic fingerprinting“ genannt wird [33]. 
Es wird geschätzt, dass sich der Konzentrationsbereich im Metabolom über 
7-9 Zehnerpotenzen (pmol/l-mmol/l) erstreckt [34]. In Bakterien wird die Anzahl der 
Metaboliten auf über 1400 geschätzt [35]. Im Review von Kell et al. wurden die Vorteile der 
Metabolomics gegenüber den anderen OMICS-Technologien herausgearbeitet [32]. Dabei 
wird hervorgehoben, dass Veränderungen im Metabolom nicht immer auch im Transkriptom 
und Proteom analog zu finden sind [29, 36]. Das Metabolom kommt dem funktionellen 




anfälliger für äußere Stressfaktoren und die Metaboliten können die Umwelteinflüsse 
widerspiegeln [37]. Außerdem kann die Analyse des Metaboloms kostengünstiger erfolgen 
als Proteom- und Transkriptomanalysen. Die chemische Vielfalt des Metaboloms bietet 
große Möglichkeiten für die Entdeckung neuer bioaktiver Moleküle. Die Metabolomics kann 
ein potenziell schnelles und kostengünstiges Mittel zur Identifizierung von Wirkmechanismen 
von Medikamenten sein, deren Wirkungen durch Stoffwechseländerungen vermittelt werden. 
Somit ist die Metabolomics ein nützliches Tool bei der Antibiotika-Forschung und kann 
andere bereits verwendete bioanalytische und molekularbiologische Technologien ergänzen. 
 
Bioanalytische Techniken 
In der Metabolomics werden zur Identifizierung und Quantifizierung von Metaboliten 
hauptsächlich analytische Technologien verwendet. Hierzu zählen Gaschromatografie (GC) 
[38] und Flüssigkeitschromatografie (LC) [39] gekoppelt mit der Massenspektrometrie (MS), 
sowie die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) [40]. Durch den Einsatz einer einzelnen 
Methodik ist es nicht möglich, alle chemisch verschiedenen Metaboliten [41] zu trennen, 
nachzuweisen und zu quantifizieren [42]. Hierbei sind deren Unterschiede in Polarität, 
Masse/Ladung, Löslichkeit, Stabilität und Reaktivität zu beachten. Es sind mehrere 
Analysetechniken erforderlich, um einen möglichst großen Teil des Metaboloms zu erfassen 
[41]. Alle Techniken haben Vor- und Nachteile in Bezug auf Sensitivität, Stabilität und 
Trennung der Metaboliten, was jeweils von der verwendeten Methode und der 
Konfigurationen am Messgerät abhängig ist [43]. 
Für die Analyse des metabolischen „footprints“ von Pneumokokken wurde die 
1H-NMR-Spektroskopie verwendet. Dabei kann die Aufnahme von Metaboliten aus dem 
Medium durch wachsende Zellen Informationen über ihren Nährstoffverbrauch geben. 
Außerdem kann durch die Identität und Menge sekretierter Intermediate und Endprodukte 
auf die Aktivität des intrazellulären Stoffwechsels geschlossen werden. Hierbei ist es von 
Vorteil, chemisch definierte Kulturmedien zu nutzen. Komplexe Medien können zu 
Überlappungen der Signale im NMR-Spektrum führen, was die Quantifizierung stark 
beeinflusst. Darüber hinaus sind die Bestandteile komplexer Medien teilweise unbekannt und 
ihre Zusammensetzung ist chargenabhängig und schlecht reproduzierbar. Ein Vorteil der 1H-
NMR-Spektroskopie ist die kurze Messzeit und die Möglichkeit der direkten Quantifizierung. 
Nachteilig ist jedoch die geringe Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie im direkten 
Vergleich zu MS-basierten Methoden [44]. 
Für die Analyse des metabolischen „fingerprints“ von Pneumokokken wurden die 




Spektrum an Metaboliten in viel geringerer Konzentration im Vergleich zu extrazellulären 
Proben, was eine chromatographische Trennung vor der Detektion sowie viel empfindlichere 
Detektionsmethoden erfordert. Außerdem muss ein größerer Konzentrationsbereich 
abgedeckt werden, da die Metaboliten in sehr unterschiedlichen Konzentrationen in den 
Proben vorliegen können. Die verwendete HPLC-MS Analyse trennt polare Metaboliten unter 
Verwendung einer Umkehrphasen-Flüssigkeitschromatographie mit einem 
Ionenpaarreagens (Tributylammoniumionen). Es können somit Metaboliten, die negative 
Ladungen enthalten bzw. deren funktionelle Gruppen deprotonierbar sind (Nukleotide, 
Zuckerphosphate, organische Säuren), analysiert werden. Bei der GC-MS Analyse können 
nur volatile Metaboliten gaschromatografisch getrennt werden. Um schwer oder nicht 
flüchtige Metaboliten wie Kohlenhydrate, Zuckeralkohole, Zuckerphosphate, Aminosäuren, 
Amine und Fettsäuren analysieren zu können, ist deshalb häufig eine Derivatisierung 
notwendig. Ein großer Vorteil der GC-MS besteht darin, dass die hauptsächlich verwendete 
Ionisierungsmethode (Elektronenstoßionisation, 70 eV Ionisierungsenergie) standardisiert 
und reproduzierbar bei GC-MS-Systemen von verschiedenen Herstellern ist. Dadurch 
konnten Bibliotheken wie NIST [45], MassBank Datenbank [46] und die Golm Metabolome 
Datenbank [42, 47] für die Identifizierung der Metaboliten genutzt werden. Ein großer Vorteil 
der HPLC-MS und GC-MS-Analyse ist neben der hohen Sensitivität vor allem die 
chromatographische Trennung der Metaboliten vor der massenspektrometrischen Analyse. 
Beide Techniken ermöglichen es, viele verschiedene Verbindungen zu analysieren, um ein 
breites Spektrum der Pneumokokken-Metaboliten zu erfassen. Ein Nachteil beider 
verwendeten Techniken und Messmethoden für die Analyse des intrazellulären Metabolom 
war die ungefähr doppelt so lange Messzeit im Vergleich zur 1H-NMR-Spektroskopie. Durch 
die Derivatisierung vor der GC-MS Analyse war zudem eine längere Probenvorbereitung von 
120-480 min notwendig. 
 
Interne Standards in der Metabolomics 
Ziel eines typischen Metabolomics-Experiments ist es, möglichst viele Metaboliten zu 
analysieren. Zur sicheren Identifizierung sind Standardverbindungen erforderlich, von denen 
die Retentionszeit der Metaboliten bestimmt und Vergleichsspektren aufgenommen werden, 
um sie später mit den Spektren der Proben zu vergleichen. Zur richtigen Quantifizierung 
werden interne Standards verwendet. Durch die Standardisierung ist es möglich 
vergleichbare, zuverlässige, qualitative und quantitative Daten zu liefern [48, 49]. Die 
internen Standards (chemisch ähnliche Verbindungen oder Metaboliten, die mit stabilen 
Isotopen wie 13C, 15N und/oder Deuterium markiert sind) haben idealerweise gleiche oder 




Metaboliten, zeigen aber keine Isotopeneffekte und haben meist die gleiche Retentionszeit. 
Ein Nachteil besteht darin, dass sie nicht zu 100% markiert sind. Daher kann im 
Massenspektrum ein zusätzliches Signal der unmarkierten Metabolitenmasse auftreten, 
abhängig vom Markierungsgrad [41]. Außerdem gibt es Bibliotheken, die unter 
Standardbedingungen Retentionszeiten sowie -indizes für einige Metaboliten enthalten [47]. 
Die Verfügbarkeit von Standards, die mit stabilen Isotopen markiert sind, ist begrenzt. Der 
Einsatz solcher internen Standards ist für die Analyse sehr vieler Metaboliten nicht gut 
praktikabel, da sie sehr kostenintensiv sind. Die größte Bedeutung haben markierte 
Standards bei der absoluten bzw. relativen Quantifizierung von Metaboliten in intrazellulären 
Proben. Durch den Zusatz der internen Standards zu den Proben vor ihrer Aufarbeitung 
durchlaufen Metaboliten und Standards gemeinsam alle Extraktionsschritte, sodass mögliche 
Verluste oder chemische Veränderungen sowohl Metaboliten als auch Standards betreffen. 
Bei gleicher Retentionszeit von Metabolit und internem Standard werden außerdem die 
Auswirkungen möglicher Ionensuppression in der ESI-Quelle der LC-MS ausgeglichen. 
Somit werden durch den Einsatz dieser Standards besonders gut mögliche Abweichungen 
während des gesamten Vorgangs der Probenaufarbeitung und Analyse kompensiert.  
 
Fortschritte im Bereich der Metabolomics in den letzten Jahren 
Metabolomics ist ein neues dynamisches Feld, das sich ständig weiterentwickelt. In der 
Vergangenheit war es jedoch auf eine relativ kleine Anzahl von Zielanalyten beschränkt [50]. 
Die Erkenntnis, dass Stoffwechselwege nicht isoliert sind, sondern als Teil eines 
umfassenden Netzwerks wirken, hat dazu geführt, dass ein ganzheitlicherer Ansatz für die 
Metaboliten-Analyse erforderlich ist. Zusammen mit der Proteomics, Transkriptomic und 
Genomics bildet es einen robusten Rahmen für Wirkstoffforschung und -entwicklung. Die 
Suche nach Biomarkern dominiert zurzeit als Forschungsgegenstand. Gleichzeitig steigt die 
Bedeutung der Metabolomics in der personalisierten Medizin und bei toxikologischen Tests. 
Mit der Einführung der personalisierten Metabolomics können Krankheiten auf molekularer 
Ebene charakterisiert und deren medikamentöse Behandlung individuell entwickelt werden. 
Dabei helfen Metabolomics-Studien bei der Charakterisierung von Krankheitsphänotypen 
und Identifizierung von persönlichen Stoffwechselmerkmalen, die Reaktionen auf die 
Therapien vorhersagen können [51]. 
 
Metabolomanalyse von Streptococcus pneumoniae 
Es gibt viele Herausforderungen bei der Metabolom-Probenahme von Pneumokokken. Dabei 




definierten Versuchsbedingungen widerspiegelt. Ebenso wichtig ist ein reproduzierbares 
Wachstum der Bakterien, um eine gute Qualität sowie Reproduzierbarkeit der 
Metaboliten-Daten zu erhalten. Diese Parameter hängen bei einer Pneumokokken-
Kultivierung von einer immer gleichen Zusammensetzung des Kulturmediums, 
Inkubationszeit und Sauerstoffzufuhr ab [52]. Für die Gewinnung einer Exometabolom-Probe 
erfolgt eine schnelle Filtration zum Trennen der Bakterien vom Medium mit den sekretierten 
Metaboliten. Dagegen ist die Probenahme des Endometaboloms schwieriger. Hier muss eine 
Trennung des Exo- und Endometaboloms erfolgen, ein mechanischer Aufschluss der Zellen 
zum Herauslösen der intrazellulären Metaboliten, die Fällung möglicher störender 
Komponenten und Metaboliten-Extraktion. 
Die Bakterienzellen wurden vom Kulturüberstand mittels eines schnellen vakuumabhängigen 
Filteransatz abgetrennt. Es wurden anschließend die Pneumokokken-Zellen mit einer kalten 
isotonischen NaCl-Lösung gewaschen, bevor der Stoffwechsel und somit die enzymatische 
Aktivität durch Überführung in kaltes Extraktionsmittel und flüssigen Stickstoff gestoppt 
wurde (Artikel II). Dabei war zu beachten, dass die beschriebenen Schritte nicht länger als 
90 Sekunden dauerten, um sicherstellen zu können, dass der Stoffwechselstatus der Probe 
während der Probenahme nicht verändert wurde. Somit konnte eine Momentaufnahme des 
biologischen Systems zum jeweiligen Zeitpunkt erhalten werden. Gram-positive Bakterien 
wie Pneumokokken haben eine starre Zellwand, wodurch ein mechanischer Zellaufschluss 
erforderlich war, um die intrazellulären Metaboliten zu extrahieren.  
In der Metabolomics ist die Adenylat-Energieladung (AEC) eine Qualitätskontrolle für die 
Probenahme, die das Verhältnis von ATP, ADP und AMP widerspiegelt. In lebenden Zellen 
liegt der AEC über einem Wert von 0,85 [53]. Der AEC ist auch ein interessanter Index für 
die bakterielle Fitness, um mit einem Umweltstress fertig zu werden. Wenn der AEC nicht 
mehr im zu erwartenden Bereich ist, kann dies auf die Nährstoffversorgung oder ungünstige 
Umweltbedingungen zurückzuführen sein. Der AEC wird durch Limitation der 
Kohlenstoffquelle Glucose beeinflusst, Stickstofflimitation wirkt sich dagegen nicht auf den 
AEC aus [54]. In dieser Dissertation wurden 1H-NMR-Spektroskopie, HPLC-MS- und 
GC-MS-Analysen verwendet, um möglichst viele Metaboliten von Pneumokokken 
analysieren zu können. 
 
Natürlicher Lebensraum von Streptococcus pneumoniae 
Der natürliche Lebensraum von Pneumokokken ist die Atemschleimhautoberfläche des 
menschlichen Nasopharynx. Die Epithelzellen werden durch den Schleim, welcher aus 




S. pneumoniae umgeht diesen Abwehrmechanismus durch die negativ geladene 
Polysaccharidkapsel, die die Sialinreste des mucosen Schleims abstößt [55]. Durch 
Exoglykosidasen, die von Pneumokokken produziert und sekretiert werden, kann der 
Schleim abgebaut werden, was zu einer verminderten Schleimviskosität führt [56, 57]. 
Mucine sind glykolysierte Proteoglykane, die zahlreiche Einheiten von Prolin, Serin oder 
Threonin als O-Glykosylierungsstellen enthalten [58]. Die O-Glykanketten werden im Golgi-
Apparat durch Glykosyltransferasen synthetisiert. Nach der Bindung von 
N-Acetylgalactosamin an Serin oder Threonin werden die Ketten durch Galactose oder 
N-Acetylglucosamin (GlcNAc) verlängert. Die Glykosylierung wird durch ein Molekül Fucose, 
N-Acetylneuraminsäure (NeuNAc) oder Sulfat beendet [58]. Die Aufnahme von essentiellen 
Nährstoffen ist wichtig für das Wachstum und Überleben von den Bakterien. Pneumokokken 
verändern die Schleimstruktur durch Exoenzyme wie N-Acetylglucosaminidasen, 
Galactosidasen, Endoglycosidasen, Hydrolyasen, Hyaluronidase und Neuramidase, um die 
komplexen Polymere in einfache Monomere zu spalten. Darüber hinaus können 
Pneumokokken den Mucus als Kohlenstoffquelle verwenden [59]. Die meisten von den 
Pneumokokken genutzten Kohlenhydrate liegen nicht als Monosaccharide vor. Durch den 
Abbau der Polymeren werden Zelloberflächenrezeptoren freigesetzt, an welche bakterielle 
Adhäsine binden können und somit wird eine effektive Kolonisation verbessert [60]. NeuNAc 
ist eines der wichtigsten Kohlenhydrate für S. pneumoniae. Die Exoenzyme, die für die 
Abspaltung von NeuNAc von Mucin verantwortlich sind, sind die drei Neuraminidasen NanA, 
NanB und NanC [56, 61–63]. Ähnlich wie NanA mobilisiert NanB Sialinsäure als 
Kohlenstoffquelle von der Schleimhautoberfläche [62, 64]. S. pneumoniae ist es möglich, die 
Schleimhautbarriere zu durchdringen und in den Blutstrom zu gelangen. Durch die 
Phasenvariation wird die Kapsel von einem undurchsichtigen zu einem transparenten 
Phänotyp reduziert, was zur Freisetzung von Pneumokokken-
Oberflächenadhäsionsmolekülen für die Bindung an das Wirtsepithel führt [65]. Somit ändert 
sich die Umgebung und damit verbundene Nährstoffzusammensetzung für das Bakterium. 
Der Hauptteil des Blutes besteht aus Wasser und verschiedener Nährstoffe wie Glukose, 
Gerinnungsfaktoren, Proteine wie Albumine, Aminosäuren und Elektrolyte [66]. Darüber 
hinaus können Pneumokokken über den Blutkreislauf in das Zentralnervensystem 
eindringen, womit die Blut-Hirn-Schranke überquert wird [67]. Das Liquor cerebrospinalis 
(CSF, Gehirnwasser) unterscheidet sich in der Nährstoffzusammensetzung vom Blut, 
weshalb die Pneumokokken sich wieder an eine neue Umgebung anpassen müssen [68]. 
Das Gehirnwasser besteht aus Wasser, Proteinen, Elektrolyten, Glukose (in einer geringeren 





Basismetabolom von Streptococcus pneumoniae 
In dem Review Artikel I (Infection and metabolism – Streptococcus pneumoanie metabolism 
facing the host environment) wurde der bisher bekannte Stoffwechsel aus der Literatur von 
S. pneumoniae zusammengefasst. Im Research Artikel II (Metabolic inventory of 
Streptococcus pneumoniae growing in a chemical defined environment) wurde das 
Metabolom-Probenahmeprotokoll für S. pneumoniae TIGR4Δcps vorgestellt, sowie ein 
Überblick über den Metabolismus von S. pneumoniae unter chemisch definierten 
Bedingungen gegeben. Dabei wurden qualitative und quantitative Änderungen der extra- und 
intrazellulären Metaboliten zeitabhängig untersucht. Intermediate zentraler Stoffwechselwege 
wie Glykolyse, Pentose-Phosphat-Weg, Aminosäuremetabolismus, Purin- und 




In der Glykolyse werden aus einem Molekül Glukose zwei Moleküle Pyruvat generiert. Dabei 
werden zwei Moleküle NAD+ reduziert und zwei Moleküle ATP produziert. In Abbildung 1 ist 
der Kohlenstoff- und Aminosäuremetabolismus von S. pneumoniae dargestellt. Die in 
Artikel II zusammengefassten Ergebnisse zeigten, dass Pneumokokken die Glykolyse als 
Hauptstoffwechselweg verwenden [69]. S. pneumoniae exprimiert alle Gene, die für die 
Glykolyse notwendig sind [70, 71]. Pneumokokken transportieren über das PEP-abhängige 
Phosphotransferasesystem (PTS) Glukose ins Zytoplasma und phosphorylieren sie zu 
Glukose-6-phosphat [70, 72]. Im Pentosephosphatweg werden für ein Molekül 
Glukose-6-phosphat zwei Moleküle NADH generiert, welches als Elektronendonor verwendet 
werden kann [73]. In der Glykolyse wird Glukose-6-phosphat zu Frukose-6-phosphat über 
die Glukosephosphatisomerase umgewandelt. Fruktose-1,6-bisphosphat ist in großen 
Mengen intrazellulär bei den Pneumokokken-Stämmen TIGR4 und D39 zu finden [69, 74]. 
Interessanterweise sind einige Enzyme der Glykolyse an der Zelloberfläche der 
Pneumokokken lokalisiert. Diese multifunktionalen Proteine sind die Enolase, 
Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase und die Fruktosebisphosphat Aldolase. Sie 
wirken auch als Adhäsine und Virulenzfaktoren [75, 76]. 
In anderen Organismen wird Pyruvat als Substrat in den Citratzyklus eingeschleust. 
Genomdaten zeigen, dass Pneumokokken keines der 18 Citratzyklus-Gene enthalten und 
daher fehlen die Enzyme für den Citratzyklus und die aerobe oxidative Atmung [70]. 
Infolgedessen wird das erzeugte Pyruvat im fermentativen Stoffwechsel weiter metabolisiert 
(Abb. 1). Pneumokokken wandeln in einer mikroaerophilen Umgebung unter Generierung 




der homolaktischen (Laktatproduktion) zur gemischten Säurefermentation (Ethanol-, 
Acetatproduktion, etc.) bei Pneumokokken hängt von der Kohlenhydratquelle ab. Im Artikel 
II zeigten die Pneumokokken eine homolaktische Fermentation in vitro [69, 74]. Außerdem 
wurden in sehr geringer Mengen die Metaboliten der gemischten Säurefermentation 
detektiert [69]. In vitro in Gegenwart von Galaktose kann eine Stoffwechselverschiebung hin 
zu einer gemischten Säurefermentation beobachtet werden [62, 69]. Ein Teil des aus der 
Galaktose stammenden Pyruvats wird über Laktatdehydrogenase in Laktat umgewandelt. 
Mehr als 50% des Pyruvats werden jedoch durch die Pyruvatformiat-Lyase gespalten, 
wodurch Acetyl-CoA und Formiat gebildet werden. Acetyl-CoA kann durch 
Phosphotransacetylase und Acetat-Kinase in Acetat umgewandelt werden, wodurch ATP 
entsteht [78]. Pneumokokken erzeugen zwei Moleküle NAD+ durch die Reduktion von Acetyl-
CoA zu Ethanol, katalysiert durch die Acetaldehyd-Dehydrogenase und die Ethanol-
Dehydrogenase. Das Endverhältnis zwischen Acetat, Ethanol und Formiat ist 1: 1: 2 [77]. 
Trotz der fehlenden Citratzyklus-Enzyme konnten, wie in Artikel II und III beschrieben, die 
Metaboliten Fumarat, Succinat und 2-Oxoglutarsäure in den intrazellulären 
Metabolomproben der Pneumokokken identifiziert werden. Fumarat könnte während der 
Synthese von Ornithin im Harnstoffzyklus produziert werden, was bisher in der Literatur für 
Pneumokokken noch nicht beschrieben ist. 2-Oxoglutarsäure ist involviert im 
Aminosäuremetabolismus und vor allem in der Glutamatdegradierung. Die anderen 






Abbildung 1: Kohlenstoff- und Aminosäuremetabolismus von S. pneumoniae. Die Stoffwechselwege 
sind dunkelgrau hinterlegt (Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)-Weg (Glykolyse), Pentosephosphatweg 
(PPP), Leloir-Weg, Gärung). Im EMP wird Glukose zu Pyruvat oxidiert. Pyruvat wird durch die 
homolaktische Fermentation zu Laktat reduziert, wohingegen die gemischte Fermentation zu Acetat, 
Formiat und Ethanol führt. Galaktose wird umgewandelt zu G1P im Leloir-Weg. Grau dargestellt sind 
Aminosäuren. Abkürzungen: ABC-Transporter = ATP-Bindung Transporter vom Kassettentyp; UDP-
Glc = Uridindiphosphatglukose; UTP-Gal = Uridintriphosphat-Galaktose; G1P = Glukose-1-phosphat; 
R5P = Ribulose-5-phosphat; X5P = Xylulose-5-phosphat; FBP = Fruktose-6-phosphat; 
G3P = Glycerinaldehyd-3-phosphat; S7P = Sedoheptulose-7-phosphat; G6P = Glukose-6-phosphat; 
3-PGA = 3-Phosphoglycerat; Ac-P = Acetylphosphat; Ald = Acetaldehyd; X = Aminosäuren können 
nicht synthetisiert werden von S. pneumoniae. Modifiziert nach [108]. 
 
Aminosäurestoffwechsel 
Bei der Wirt-Pathogen-Interaktion können Aminosäuren entscheidend sein. Der Wirt ist auf 
den Aminosäurestoffwechsel angewiesen, um Abwehrreaktionen gegenüber 
Krankheitserregern zu unterstützen. Währenddessen nutzen die Krankheitserreger den 
Aminosäurestoffwechsel zu ihrem eigenen Vorteil, wodurch ein Wettbewerb zwischen Wirt 
und Pathogen um die Aminosäuren entsteht. Im bakteriellen Stoffwechsel spielen Glutamin 
und Glutamat eine Schlüsselfunktion. Glutamin dient als Hauptquelle für organische 
Stickstoff bei den meisten Biosyntheseprozessen von Pneumokokken [69, 79, 80]. Obwohl 
Pneumokokken unvollständige Biosynthesewege für mehrere Aminosäuren aufweisen, sind 
Pneumokokken für lediglich acht Aminosäuren auxotroph: Arginin, Cystein, Histidin, 




Valin [80, 81]. Im Gegensatz dazu sind folgende Aminosäuren nicht essentiell für das 
Wachstum von Pneumokokken: Alanin, Lysin, Aspartat, Asparagin, Threonin und Serin.  
Intrazellulär kann Alanin durch die Transaminierung ausgehend von Pyruvat synthetisiert 
werden [80]. Obwohl Lysin für das Wachstum von S. pneumoniae nicht essentiell ist [80], 
wurde in Artikel II eine Abnahme der extrazellulären Konzentration von Lysin festgestellt 
[69]. Lysin kann für die Peptidoglykanbiosynthese verwendet werden [82]. Die intrazelluläre 
Konzentration der nicht-essentiellen Aminosäure Aspartat nimmt zu. Aspartat kann beteiligt 
sein am Harnstoffzyklus, an der Gluconeogenese und/oder der Asparagin-Biosynthese [36]. 
Oxalacetat ist Vorläufer für die Synthese mehrerer Aminosäuren wie Aspartat, Asparagin, 
Lysin, Methionin und Threonin (Abb.1). Durch das Fehlen des Citratzyklus verwenden 
Pneumokokken einen alternativen Weg zur Erzeugung von Oxalacetat. Härtel et al. zeigte 
durch die Anwendung von Isotopologue-Profiling, dass Aspartat und Asparagin nicht über 
den allgemeinen Weg, einschließlich Pyruvat und Acetyl-CoA, synthetisiert wird [80]. 
Zunächst wird Oxalacetat aus PEP und CO2 durch die PEP-Carboxylase synthetisiert. Der 
Weg ist ähnlich wie bei der PEP-Carboxylierung bei Enterococcus faecalis [83–85]. Zum Teil 
ähnelt das metabolische Netzwerk auch dem in Listeria monocytogenes gefundenen, wo 
Oxalacetat ebenfalls durch eine Carboxylierung gebildet wird. Die Carboxylierung wird 
jedoch mit Pyruvat und nicht PEP als Substrat durchgeführt. Im Gegensatz zu 
S. pneumoniae produziert L. monocytogenes keine PEP-Carboxylase [86]. Als nächstes wird 
Oxalacetat von der Aspartataminotransferase in Aspartat und Glutamat in α-Ketoglutarat 
umgewandelt. 
Keine der aromatischen Aminosäuren ist für das Wachstum von Pneumokokken essentiell 
[80]. Im Allgemeinen werden die aromatischen Aminosäuren von Mikroorganismen über den 
Shikimatweg synthetisiert [87]. Bei dem herkömmlichen Weg sind PEP und 
Erythrose-4-phopshat die Edukte, aus denen in einer Reihe von Reaktionsschritten das 
Vorläufermolekül Chorismat gebildet wird. Phenylalanin und Tyrosin werden über den 
Pentosephosphatweg und PEP gebildet. Dieser Weg wird von S. pneumoniae und 
L. monocytogenes genutzt [88]. 
Die Serinbildung erfolgte durch Hydroxymethylierung von Glycin, bei der eine 
Hydroxymethylgruppe von 5,10-Methyltetrahydrofolat auf Glycin übertragen und dadurch 
Serin erzeugt wird. Folglich ist Glycin eine essentielle Aminosäure für das Wachstum von 
Pneumokokken in vitro [80]. Normalerweise wird 3-Phosphoglycerat in drei Schritten zu Serin 
umgewandelt, aber die für diese Reaktion erforderlichen Enzyme sind in Pneumokokken 
nicht vorhanden. Die Reaktion von S. pneumoniae zur Wiederauffüllung des Serin-Pools ist 




[89, 90] und L. monocytogenes [86, 88] bevorzugen die Umwandlung von Serin zu Glycin, 
katalysiert durch die Serinhydroxymethyltransferase (SHMT). 
Während Arginin und Histidin für das Wachstum unbedingt erforderlich sind, verringert auch 
die Abwesenheit von Glutamin das Wachstum von Pneumokokken [80]. Normalerweise wird 
Histidin aus Ribose und Glutamin gebildet, jedoch sind die Gene in Pneumokokken nicht 
vorhanden. Stattdessen wird Histidin mit Transportern aus der Umgebung aufgenommen. 
Das menschliche Blut enthält freie Aminosäuren in einer Konzentration von ungefähr 
2,5 mM, u.a. Glutamin [91]. Glutamin wird bei den meisten Bakterien, z. B. 
L. monocytogenes, aus α-Ketoglutarat synthetisiert, welches durch die Kondensation von 
Oxalacetat und Acetyl-CoA mit anschließender Decarboxylierung gebildet wird. Das 
Oxalacetat kommt aus dem vollständigen Citratzyklus [88]. Durch diesen Mechanismus ist 
Glutamin für viele Bakterien nicht essentiell. Der Mangel an Prolin hat bei Pneumokokken 
eine wachstumsbegrenzende Wirkung [80]. Prolin wird wie Alanin während des Wachstums 
sezerniert [69].  
Die essentielle Aminosäure Arginin muss aus der Umgebung aufgenommen werden [80]. Die 
Analyse des Pneumokokken-Genoms zeigte, dass der vollständige Arginin-Biosyntheseweg 
fehlt [92]. Nur zwei Gene, die an der Argininbiosynthese beteiligt sind, nämlich die 
Argininosuccinatsynthetase und die Argininosuccinatlyase sind kodiert, was aber sehr 
stammspezifisch ist [92]. Argininosuccinatsynthetase-positive Pneumokokken nehmen das 
vorhandene Citrullin vom Wirt auf und wandeln es in Arginin um, was das 
Bakterienwachstum und die Virulenz fördert [93]. In Artikel II und III wurde eine Abnahme 
der Arginin- und eine Zunahme der Ornithinkonzentration extrazellulär beobachtet [69, 94]. 
Das regulatorische Protein ArgR2 reguliert die Expression des Arginin-Deiminase-Systems 
(ADS) in S. pneumoniae TIGR4 positiv. ArcD wurde als Arginin-Transporter in verschiedenen 
Bakterien charakterisiert, einschließlich Pneumokokken [95]. Es spielt eine Rolle als 
Arginin-Aufnahmesystem und beeinflusst die Struktur der Pneumokokken-Kapsel. Das hat 
wiederum Auswirkungen auf die Pathogenität verschiedener Pneumokokken-Serotypen [95]. 
 
Nukleotidstoffwechsel 
Nukleotide sind Substrate für die RNA- und DNA-Synthese und dienen als Energiedonor für 
zelluläre Prozesse in allen Organismen. Einige Nukleotide sind Bestandteil von Koenzymen, 
während andere zur Aktivierung von Vorläufern in der Polysaccharid- und Lipidsynthese 
verwendet werden. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation zahlreicher zellulärer 
Prozesse auf der Metabolomebene und Genexpression. Ein übliches Zwischenprodukt im 




PRPP wird aus Ribose-5-phosphat und ATP durch die PRPP-Synthase gebildet. Die 
Reaktionen und Enzyme der Purin- und Pyrimidinbiosynthese von S. pneumoniae sind kaum 
erforscht. Das Endprodukt des Pyrimidinbiosyntheseweges ist UMP. Eine Proteom-Studie 
deutete darauf hin, dass der UMP-Spiegel in Gegenwart von Laktose erhöht ist [96], was 
auch die enge Verknüpfung zwischen Nukleotidsynthese und den anderen 
Stoffwechselwegen widerspiegelt. Alle Pyrimidin-Dinukleotide können aus UMP hergestellt 
werden. Zunächst wird durch die UMP-Kinase UMP zu UDP phosphoryliert und 
anschließend durch eine NDP-Kinase in UTP umgewandelt [97]. UTP kann weiter in CTP 
durch die CTP-Synthase umgewandelt werden. 
Purin-Nukleotide werden de novo aus IMP synthetisiert. Nach dem Intermediat IMP 
verzweigt sich der Pfad in zwei getrennte Stoffwechselwege, die zu AMP bzw. GMP führen. 
IMP wird in mehreren Schritten aus PRPP synthetisiert. AMP entsteht durch Aminierung aus 
IMP. Bei der Reaktion zu GMP wird IMP zuerst durch Oxidation mit NAD+ als 
Elektronenakzeptor in XMP umgewandelt. XMP wird anschließend aminiert, wobei die 
Amidgruppe von Glutamin als Donor und ATP als Energiedonor verwendet wird. In Artikel II 
wurden die Purin-Nukleotide AXP, GXP und die Pyrimidin-Nukeotide UXP und CXP 
detektiert. ATP wird in Zellen als Cofaktor für die Energieübertragung verwendet. Die Menge 




Die Zellwand der Pneumokokken besteht aus Peptidoglykan, an welchen u.a. Teichonsäuren 
(TA), Glykolipide, Lipoteichonsäuren und Phosphorylcholine angelagert sind [82, 98, 99]. 
Besonders bei unbekapselten Pneumokokken-Stämmen sind die Zellwandkomponenten 
essentiell für die Adhäsion der Bakterien an die Epithelzellen [100]. Pyrimidin-Nukleotide 
spielen eine Rolle bei der Zellwandsynthese. GlcNAc und N-Acetylmuraminsäure (MurNAc) 
bilden das Rückgrat vom Peptidoglykan bei Pneumokokken. Die Kohlenhydrate werden 
durch UTP aktiviert, wodurch UDP-GlcNAc entsteht, das anschließend zu UDP-MurNAc 
reduziert wird [101]. Zellwandvorläuferstufen wie UDP-MurNAc und UDP-GlcNAc für die 
Peptidoglykansynthese sowie CDP-Ribitol für die TA wurden in Artikel II nachgewiesen. 
Diese Daten bestätigen die Studie von Carvalho et al., welche zeigt, dass die Menge an 
UDP-GlcNAc mit der Zeit abnimmt [69, 74]. TA sind wesentliche Bestandteile der Zellwand 
und spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenität der Bakterien [102]. Darüber hinaus 
kann die Synthese von TA und Peptidoglykan bei der Suche nach Targets für antimikrobielle 
Verbindungen von Interesse sein. Peptidoglykan ist der häufigste Angriffsort für die 




von Peptidoglykan ist eine Kette aus alternierenden MurNAc- und GlcNAc-Einheiten [104, 
105]. Die Peptidoglykan-Biosynthese ist für die Integrität und Stabilität der Zellwand von 
entscheidender Bedeutung. Das Peptidoglykan umgibt die Zelle und schützt sie vor Lyse und 
hält den Turgordruck stabil [106]. Um das Peptidoglykan befindet sich bei den 
Pneumokokken eine Kapsel aus Polysacchariden. In dieser Doktorarbeit wurde die 
unbekapselte Mutante S. pneumoniae TIGR4Δcps verwendet. 
 
Antibiotika-induzierte Veränderungen im Metabolom des Bakteriums 
Streptococcus pneumoniae 
Obwohl die Prävention von Erkrankungen durch Pneumokokken im letzten Jahrzehnt 
aufgrund neu eingeführter und fortgeschrittener Impfstoffe stark vorangeschritten ist, wird die 
Behandlung von Infektionen mit Pneumokokken immer schwieriger, da 
Antibiotikaresistenzen gegenüber herkömmlichen Antibiotika zunehmen [107]. Der bakterielle 
Metabolismus enthält eine Vielzahl von Biosynthesewegen für essentielle Metaboliten, die 
als Angriffsort für Antibiotika oder Antiinfektiva verwendet werden können. Das 
Pneumokokken-Metabolom und die Reaktion auf Antibiotika sind noch nicht untersucht 
worden. Ein umfassendes Verständnis des Stoffwechsel von Krankheitserregern ist aber 
wichtig, um Einsicht in die Anpassungsstrategien während einer Infektion zu gewinnen und 
so neue Wirkstoffziele zu identifizieren [108]. Im Artikel III (Exploring metabolic adaptation of 
Streptococcus pneumoniae TIGR4Δcps to antibiotics; eingereicht) wurde die metabolische 
Reaktion von S. pneumoniae während des Wachstums mit antimikrobiellen Substanzen zur 
Identifizierung metabolischer Anpassungsprozesse untersucht. Dabei wurden das Exo- und 
Endometabolom von S. pneumoniae TIGR4Δcps unter antibiotischen Stress und das der 
unbehandelten Bakterien miteinander verglichen. Die untersuchten Antibiotika decken ein 
breites Spektrum verschiedener Angriffsziele in prokaryotischen Zellen ab, wie die bakterielle 
Zellwandsynthese (Cefotaxim und Teixobactin-Arg10), die Proteintranslation (Azithromycin) 
und die DNA-Replikation und –Transkription (Moxifloxacin). Das Metabolom wurde über 
einen Zeitraum von zwei Stunden nach der Antibiotikazugabe zu ausgewählten Zeitpunkten 
untersucht (Artikel III). Insgesamt wurden 124 Metaboliten mittel 1H-NMR, HPLC-MS und 
GC-MS analysiert, die nahezu alle primären Stoffwechselwege abdecken (Tab. 1). Es zeigte 
sich, dass die Antibiotikagabe meist global auf mehrere Stoffwechselwege wirkte und somit 






Tabelle 1: Anzahl intrazellulärer Metaboliten mit signifikant veränderten Konzentrationen von 
Streptococcus pneumoniae nach Antibiotika-Stress (p ≤ 0,05, two way-ANOVA mit Šidák Test), [109].  
 
 
Stoffwechselveränderungen durch Cefotaxim 
Cefotaxim gehört zur dritten Generation der Cephalosporine, die eine Gruppe der 
β-Lactamantibiotika sind [110]. Cefotaxim hemmt die Zellwandsynthese, indem es das 
Penicillin-Bindeprotein (PBP) hemmt, was zu einer Blockade der Zellteilung und somit zur 
Lyse der Pneumokokken führt. PBPs sind membranassoziierte Enzyme, die den letzten 
Schritt der Zellwandsynthese katalysieren [111]. Cefotaxim wird rasch zu Desacetylcefotaxim 
desactyliert, was ein ähnliches antimikrobielles Spektrum wie Cefotaxim aufweist [112]. 
Cephalosporine wie Cefotaxim wurden entwickelt, um penicillinresistente Bakterien zu 
eliminieren oder auch Menschen mit Penicillin-Allergie zu behandeln [112]. Die Penicillin-
Allergie ist die häufigste Medikamentenallergie und ist bei bis zu 15% der stationären 
Patienten beschrieben [113]. In Artikel III beschreiben wir, wie die Zugabe von Cefotaxim 
den Pool der Aminosäuren sowie der Nukleotide veränderte (Tab. 1). Die Wirkung erhöhter 
Aminosäurespiegel kann eine Stressantwort der Pneumokokken auf Antibiotika sein [80]. 
Besonders hohe Zunahmen in den Konzentrationen gegenüber der Kontrolle zeigten 
Glutamin und Glutamat. Glutamin ist der wichtige Stickstoffdonator für die Purin- und 
Pyrimidinbiosynthese und für die Synthese der Zellwand [114]. 
S. pneumoniae hat die Fähigkeit Resistenzen gegen die kommerziellen Medikamente zu 
entwickeln. Kombinationen von mehreren Antibiotika senken das Morbiditäts- und 
Mortalitätsrisiko bei einer polymikrobiellen CAP und verbessern die Prognose. Die in 
Artikel III zusammengefassten Ergebnisse stellen die erste Metabolom-Studie, die eine 
Stressanpassung von S. pneumoniae nach einem Kombinationstress aus Cefotaxim und 
Azithromycin analysiert, dar. Die Behandlung mit einer Kombination von Cefotaxim und 
Azithromycin führte zu einer globalen Veränderung des Metaboloms von S. pneumoniae 




das Pneumokokken-Metabolom wie die alleinige Gabe von Cefotaxim. Glutathion wird häufig 
als Marker für oxidativen Stress verwendet [115]. Allerdings verursachte die 
Kombinationsbehandlung aus Cefotaxim und Azithromycin einen veränderten GSSG-Spiegel 
bei den Pneumokokken. Somit scheint der oxidative Stress in der Kombination im Vergleich 
zu den Kontroll- und anderen Stressbedingungen erhöht zu sein. 
  
Stoffwechselveränderungen durch Azithromycin 
Azithromycin ist ein Makrolid-Antibiotikum und ein Derivat von Erythromycin sowie wirksam 
gegen pathogene Bakterien, die für eine Infektion der Atemwege und der Haut des 
Menschen verantwortlich sind [116]. Kennzeichnend für die Struktur von Makrolidantibiotika 
ist eine makrozyklische Struktur mit einem 14- bis 16-gliedrigen Laktonring mit glykosidisch 
gebundenen Aminozuckern. Azithromycin weist einen 15-gliedrigen Makrolidring mit einer 
Cladinose-Einheit auf [117]. Azithromycin hemmt die Proteinbiosynthese und somit das 
bakterielle Wachstum und die Replikation, indem Azithromycin die 50S-Untereinheit der 70S 
ribosomalen Ribonukleinsäure (RNA) bindet. Dabei wird das Enzym Translokase blockiert 
und der Transport der transferRNA (tRNA)-Polypeptidkette kann nicht von der Donor- zur 
Akzeptorstelle erfolgen [117]. Zusätzlich haben Makrolide eine starke 
entzündungshemmende Wirkung, indem sie die Funktion der Neutrophilen beeinflussen 
[118, 119]. Außerdem hemmen Makrolide die Anheftung des Bakteriums an respiratorische 
Epithelzellen und verringern die Produktion von Virulenzfaktoren [120, 121]. Makrolidstress 
in S. aureus führte zur Blockade der Peptidbiosynthese, was sich in einer stärkeren 
Aminosäuresynthese von Lysin und Threonin zeigte [122]. Pneumokokken mit 
Azithromycinstress zeigen diese Veränderung nicht (Artikel III, Tab. 1). Nur die 
Nukleotidsynthese war verändert. Interessanterweise können Makrolide durch ATP-
abhängige Effluxpumpen aus der Bakterienzelle sekretiert werden [123, 124]. Dies könnte 
ein Grund dafür sein, dass mit Azithromycin behandelte Pneumokokken die geringste 
metabolische Veränderung verglichen mit den anderen Stressbedingungen zeigten. 
 
Stoffwechselveränderungen durch Moxifloxacin 
Moxifloxacin ist ein wirksames Antibiotikum zur Behandlung verschiedener Infektionen der 
Atemwege. In vitro wurden entzündungshemmende Eigenschaften von Moxifloxacin 
detektiert, wie die Hemmung der pro-inflammatorischen Cytokinproduktion in Monozyten und 
respiratorischen epithelialen Zelllinien [125–128]. Eine klinische Studie zeigte ein 
verbessertes Überleben von CAP-Patienten unter Moxifloxacinbehandlung im Vergleich zu 




Wirkungen von Moxifloxacin zurückzuführen ist. Moxifloxacin wirkt durch Bindung an die 
Topoisomerase II (DNA-Gyrase) und verhindert somit die Replikation, Transkription und 
Reparatur bakterieller DNA [130]. Pneumokokken scheinen weniger resistent gegen 8-
Methoxy-chinolone wie Moxifloxacin im Vergleich zu früheren Fluorchinolonen zu sein [131].  
Moxifloxacin beeinflusst die Intermediate der Nukleotidbiosynthese (Artikel III, Tab. 1). Die 
Behandlung von Pneumokokken mit Moxifloxacin verursacht Doppelstrangbrüche im 
bakteriellen Chromosom [23]. In Streptococcus faecalis führt die Hemmung der DNA- und 
RNA-Synthese zu einer Blockade bei der Septumbildung und zu einer dickeren Zellwand 
[132]. Die dickere Zellwand wurde im Artikel III auch für S. pneumoniae bestätigt sowie eine 
Veränderung in den Zellwand-Vorstufen (Abb. 2).  
Das Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte weist mit dem Bescheid vom März 
2019 auf schwere und potentiell irreversible Nebenwirkungen der Fluorchinolone hin, wozu 
auch Moxifloxacin gehört. Diese Fluorchinolone dürfen ab Mai 2019 nur noch nach einer 
Nutzen-Risiko-Abwägung angewendet werden, sowie wenn keine alternativen 





Abbildung 2: Zwischenprodukt der Peptidoglykan-Biosynthese von S. pneumoniae TIGR4Δcps. Relative intrazelluläre Mengen der detektierten Metaboliten der 
Peptidoglykan-Biosynthese werden als Balkendiagramme dargestellt. Balken sind farbig gekennzeichnet abhängig vom der Stressbedingung: Kontrolle 
(Schwarz), Cefotaxim (Gelb), Azithromycin (Blau), Kombination aus Cefotaxim und Azithromycin (Grün), Moxifloxacin (Orange) und Teixobactin-Analogon (Grau). 
Sternchen zeigen signifikante p-Werte (two-way ANOVA, α = 0,05 nach Holm-Sidak-Korrektur, n = 4-5) zwischen den behandelten Zellen und der Kontrolle an. * 




Stoffwechselveränderungen durch Teixobactin-Arg10 
Bakterien bilden verstärkt Resistenzen gegen Antibiotika, was eine der größten 
Bedrohungen für die menschliche Gesundheit darstellt [134]. In den letzten Jahren wurden 
nur zwei neue Antibiotikaklassen entdeckt [135]. Im Jahre 2015 wurde erfolgreich aus dem 
nichtkultivierbaren Organismus Eleftheria terrae ein zyklisches Depsipeptid isoliert [136]. 
Dieses Molekül wurde Teixobactin genannt und ist gegen Gram-positive Bakterien wirksam 
und soll bisher keine Resistenzentwicklung bei den Bakterien zeigen. Es greift an mehreren 
Stellen der Zellwandbiosynthese an, wodurch vermutlich die Resistenzbildung erschwert 
wird. Teixobactin bindet an die Pyrophosphatmotive von Lipid II (Vorläufer vom PG) und 
Lipid III (Vorläufer von TA) [136]. Die Umsetzung von der Isolierung bis zur klinischen 
Anwendung und somit Marktreife ist ein langwieriger Prozess und wird mehrere Jahre 
dauern. Ein großer Nachteil der antimikrobiellen Substanz ist, dass Teixobactin ein 
natürliches verkommenes Molekül und dadurch nur in geringer Menge verfügbar ist. Zur 
Erhöhung des therapeutischen Potentials von Teixobactin entwickelten Parmar et al. ein 
neues Design von Teixobactin und eine effektive Synthese zur Gewinnung von 
Teixobactinderivaten [137]. Diese Teixobactinderivate sind leicht in größerer Ausbeute zu 
produzieren und haben eine bessere antibakterielle Aktivität als der Naturstoff selbst. Das in 
der vorliegenden Arbeit verwendete Teixobactinderivat, Teixobactin-Arg10, zeigt in S. aureus 
ein 16-fach höheres Potential zum Abtöten der MRSA-Stämme als Vancomycin. Ebenso 
weist das synthetisch produzierte Teixobactin keine Resistenzbildung auf [137]. Artikel III 
beschreibt die erste Studie, welche die Auswirkungen eines Teixobactinderivats auf den 
bakteriellen Stoffwechsel mittels OMICS-Technologien untersucht. Es zeigte sich eine 
globale Veränderung des Metaboloms durch das Teixobactin-Arg10 (Artikel III, Tab. 1). 
Besonders interessant ist die Veränderung des Arginin- und Ornithinlevels durch den 
antimikrobiellen Stress mit Teixobactin-Arg10 (Abb. 3). Der Arginin-Ornithin-Antiporter (ArcD) 
ist essentiell für die Virulenz von S. pneumoniae TIGR4 [94]. Aufgrund des unvollständigen 
Argininbiosyntheseweges ist Arginin essentiell für Pneumokokken und muss aus der 





Abbildung 3: Darstellung der extrazellulären Aufnahme von Arginin (A) und der Akkumulation von 
Ornithin (B) unter Kontrollbedingung und nach Zugabe von Antibiotika-Stress (t90). Balken sind farbig 
gekennzeichnet abhängig vom der Stressbedingung: Kontrolle (Schwarz), Cefotaxim (Gelb), 
Azithromycin (Blau), Kombination aus Cefotaxim und Azithromycin (Grün), Moxifloxacin (Orange) und 
Teixobactin-Analogon (Grau). Dargestellt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung. 
n=4-5 [109]. 
 
Eine weitere Auffälligkeit wurde in der Rasterelektronenmikroskopie bei den Pneumokokken, 
die mit Teixobactin-Arg10 gestresst wurden, gefunden. Teixobactin-Arg10 führte zu einer 
defekten Zelloberfläche von S. pneumoniae TIGR4Δcps (Abb. 4). Eine verstärkte Zelllyse 







Abbildung 4: Transmissionselektronenmikroskopie Aufnahmen von S. pneumoniae TIGR4Δcps, die in 
modifizierten RPMI-Medium unter Kontrollbedingung und nach Zugabe von Teixobactin-Arg10 
wuchsen. Die Pfeile weisen auf eine defekte Zelloberfläche hin. Skala 1 µm = 10000 fache 





Metabolom-Analysen erfahren ein stetig steigendes wissenschaftliches Interesse und die 
kontinuierliche Entwicklung und Erweiterung der bioanalytischen Methoden der 
Metabolomics zeigt in einer Vielzahl von Publikationen den immensen Stellenwert dieser 
OMICS-Technologie. In dieser Doktorarbeit werden neue grundlegende Informationen über 
die bakterielle Physiologie und den Metabolismus von S. pneumoniae TIGR4Δcps gezeigt. 
Der Aminosäuremetabolismus, Nukleotid- und Zellwandsynthese sind hier insbesondere zu 
nennen. Die Ergebnisse bestätigen, dass diese Stoffwechselwege vielversprechende Ziele 
für neue Antibiotika darstellen können. Der Einsatz von Antibiotika mit zwei Wirkorten wie 
das Teixobactin-Arg10 und die Kombination aus zwei herkömmlichen Antibiotika scheint 
besonders vielversprechend zu sein. In dieser Doktorarbeit zeigte die Kombination aus 
Cefotaxim und Azithromycin die meisten Veränderungen im Metabolom von S. pneumoniae 
im Vergleich zu den anderen Stressbedingungen. Diese Arbeit bietet wertvolle Erkenntnisse 
für Forscher, die an der Identifizierung und Charakterisierung neuer antibakterieller 
Substanzen arbeiten da nunmehr die Basis für die Analyse von Stoffwechselveränderungen 
gegeben ist. Neue Behandlungsstrategien bei Infektionen mit bakteriellen Pathogenen wie 
Pneumokokken sind dringend erforderlich. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit 
sollten zukünftige Studien die in vivo Situation besser widerspiegeln. In vivo 
Infektionsansätze sind erforderlich, um ein besseres Verständnis der Wechselwirkung 
zwischen S. pneumoniae und dem Wirtszellstoffwechsel zu erlangen. Die Ergebnisse dieser 
Arbeit können sich als geeignet für integrative OMICS-Studien erweisen. Die Kombination 
aus Metabolomics, Transcriptomic und Proteomics bietet das Potential, komplexe 
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